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摘要 : 为 研究 酚 氧 化 酶 (PO) 在 昆虫 晓 皮 过 程 中 的 功能 和 作用 , 采用 微量 测定 法 研究 了 黄粉 虫 Tenebrio molitor 体 壁 硬 
化 过 程 中 血 淋 巴 和 表皮 中 的 PO 活性 变化 。 结 果 表 明 : 初 旷 皮 幼虫 血 淋 巴 中 PO 活性 较 高 ,但 随 着 体 壁 的 不 断 黑 化 与 
人 硬化, 其 活性 呈现 下 降 趋 势 , 在 3 ~4 h 内 达到 最 低 点 , 而 后 PO 活性 逐渐 上 升 , 7 h 左右 活性 上 升 至 最 高 , 并 接近 于 
正常 幼虫 的 水 平 ;在 刚 晓 完 皮 后 的 1h 内 , 体 壁 中 PO 活性 基本 无 变化 , 但 随后 即 开 始 下 降 , 3 h 左右 降 到 最 低 点 , P 
后 开始 回升 , 6 ~7 h 左右 恢复 到 正常 水 平 , 并 趋 于 稳定 ;以 L-DOPA 为 底 物 , 通过 双 倒 数 曲 线 作 图 法 求 得 黄粉 虫 血 淋 
E PO 的 K,=1.176 mmol/L, 体 辟 PO 的 K, =0.881 mmol/L, 表明 体 壁 PO 与 底 物 L-DOPA 的 亲和力 要 高 于 血 淋 巴 
PO。 人 研究 表明 两 种 来 源 的 酚 氧化 酶 均 参 与 了 黄粉 虫 幼 忠 的 体 壁 硬化 过 程 , 但 在 作用 方式 及 与 底 物 的 亲和力 方面 存 
在 差异 。 
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Phenoloxidase activity during cuticle sclerotization in larvae of Tenebrio 


molitor ( Coleoptera. Tenebrionidae ) 
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Abstract: The activity of phenoloxidase ( PO) from the hemolymph and cuticle of Tenebrio molitor larvae 
was investigated at different time (1 —7 h) after molting with the microtitration method. The results showed 
that the hemolymph PO activity slowly decreased within 3 h after the larva molted but increased at 4 -7 h 
after molting. The cuticle PO activity showed no remarkable changes within 1 h after the larva molted, but 
decreased at 3 h after molting. The PO activity nearly reached the normal level at 6 h after the larva molted. 
Meanwhile, determined by Lineweaver-Burk plot the K,, value of PO extracted from the hemolymph and 
cuticle was 1. 176 and 0. 881 mmol/L, respectively , indicating that PO from the cuticle has a higher affinity 
to substrate than that from the hemolymph. The results showed that both cuticle and hemolymph PO were 
involved in cuticle sclerotization of T. molitor, but have differences in action mode and affinity to substrate. 
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酚 氧 化 酶 (phenoloxidase, PO) (EC 1.14. 18.1) 起 着 


现象 。 由 于 昆虫 是 外 骨骼 生物 , 具有 坚 便 的 表皮 
(外 骨骼 ), 因而 , 昆虫 必须 周期 性 的 分 泌 形 成 新 表 
皮 组 织 , 同时 脱 去 限制 虫 体 长 大 的 旧 表 皮 组 织 , 才 
能 不 断 实现 其 继续 生长 发 育 或 完成 变态 过 程 。 新 形 
成 的 表皮 具有 一 定 的 柔软 性 和 延展 性 , PU BOO, 
对 外 界 环境 的 抵抗 力 差 ,需要 通过 靶 化 和 暗 化 作用 
使 表皮 变 硬 、 变 黑 。 在 表皮 的 又 化 和 了 瞳 化 过 程 中 ， 
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重要 的 作用 , 它 把 表皮 中 的 酚 类 衍生 物 氧化 为 醒 类 
物质 ,并 与 表皮 中 的 蛋白质 分 子 发 生 交 联 , 形成 不 
深 性 的 驹 化 蛋白 ,从 而 使 表皮 变 硬 , 梗 类 化 合 物 也 
可 聚合 形成 黑色 素 , AMERMAR CE BH, 
2004) , 

PO 是 一 种 含 铜 的 酶 ,能 催化 单 酚 氧化 成 二 酚 ， 
进而 把 二 酚 氧 化 成 醒 , 柄 最 终 聚 合成 黑色 率 , 因而 
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PO X Eb rh LES REAL] AERE FHER, 2003) 。 
据 报 道 ， PO 是 在 昆虫 血细胞 中 合成 的 (Ashida and 
Brey, 1995) , 经 由 内 表皮 转运 到 外 表皮 层 。 在 转运 
HEF, PO 经 过 一 定 的 结构 修饰 , 并 且 这 种 经 过 
修饰 的 酶 重 日 被 重新 注射 到 血 淋 巴 中 后 , 不 可 能 再 
次 回 表 皮 中 进行 迁移 (Asano and Ashida, 2001), 
以 上 研究 表明 血 淋 巴 中 的 PO 和 表皮 中 的 PO 可 能 
具有 不 同 的 性 质 , 或 是 不 同 的 同 工 酶 。 多 种 昆虫 都 
可 以 作为 研究 PO 的 材料 ， 由 于 黄粉 虫 Tenebrio 
molitor 体形 较 大 , 赔 皮 后 颜色 变化 明显 ,， 雁 易 在 实 
验 室 大 量 养 殖 ， 其 体内 的 PO 含量 也 较 多 , 故而 很 
多 学 者 都 选用 该 虫 作为 PO 的 人 研究 来 源 ( Lee et al., 
2000; Zhang et al., 2003; Zhao et al., 2005) 。 本 文 
以 黄粉 虫 为 材料 , 研究 了 其 表皮 便 化 过 程 中 血 淋 巴 
和 表皮 中 的 PO 活性 的 变化 规律 , 这 将 有 助 于 我 们 
更 深刻 地 认识 PO 的 生理 功能 ， 旨 在 为 开发 以 PO 
为 靶 标 的 新 型 害虫 控制 剂 提供 理论 上 的 文 持 。 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 选择 及 饲养 

根据 实验 材料 来 源 方便 、 容 易 饲 养 及 便于 实验 
和 观察 的 原则 ， 本文 选取 黄粉 虫 Tenebrio molitor 作 
为 实验 虫 种 。 芮 粉 虫 的 饲养 参照 Lee 等 (2000 ) 方 
法 :室内 温度 25 + 1% ,相对 湿度 20% +5%, 以 麦 
获 作 人 饲料 ， 上 覆 甘 蓝 叶 片 以 提供 水 分 。 
1.2 试剂 及 仪器 

底 物 L-3-4-— Xe AE 2S Vy Jf (L-DOPA ) 为 Sigma 
公司 产品 ， 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 雷 过 MK3 
酶 标 仪 为 上 海 热电 公司 产品 。 
1.3 ” 酶 液 制备 
1.3.1 血 淋 巴 酚 氧 化 酶 :挑选 刚 晓 皮 的 黄粉 虫 幼 
E, 准确 标记 晓 皮 的 时 间 , 分 别 于 晓 皮 后 0，1，2， 
3, 4, 5, 6, 7 h 采取 血 淋巴 。 血 淋巴 的 采集 按照 文 
Éik ( Moret and Siva-Jothy , 2003 ) 报道 的 方法 进行 , 并 
部 分 改进 , Bp: 用 消毒 的 细 钢 针 在 试 虫 前 胸 背 板 扎 
一 个 小 孔 , 用 校准 的 毛细 玻璃 管 收集 溢出 的 血 淋 巴 
(每 头 幼 虫 收 集 10 pL), 吹 入 含有 预 冷 的 1 mL g 
酸 缓 冲 液 (20 mmol/L, pH 6.5) 的 塑料 离心 管 中 进 
行 稀释 ,然后 冷冻 离心 10 min(4*C, 5 000 rpm), 
取 上 清 液 作为 酶 源 测定 PO 活性 。 同 时 测定 晓 皮 
24 h 以 上 、 体 色 已 完全 正常 的 幼虫 血 淋 巴 中 的 PO 活 
性 。 以 上 各 人 处理 重复 4 次 , 每 重复 5 头 幼虫 。 
1.3.2 ” 体 壁 酚 氧 化 酶 :挑选 刚 晓 皮 的 黄粉 虫 幼 虫 ， 


(REB bic Rz BEN IRI, 4x T S6 B8 0, 1, 2, 3, 
4, 5,6, 7 h 后 剥离 提取 体 壁 。 提 取 体 壁 时 将 虫 体 
的 头 部 及 尾部 剪 择 ,用 医用 狠 子 将 内 容 物 轻 轻 挤 
出 ,只 保留 表皮 层 。 将 体 壁 置 于 万 分 之 一 电子 天 平 
上 称 重 并 记录 后 , 将 表皮 放 在 研 钵 中 进行 研磨 勾 
Ko AJAT, ÆW PINA 2 mL PBS Z vp iR 
(20 mmol/L, pH 6.5) ,一 小 匙 石英 砂 , WE 15 min 
后 加 入 196 的 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS)，, 继续 研磨 
5 min, 然后 冷冻 离心 10 min(4% ,5 000 rpm), W 
上 清 液 作 酶 源 测定 PO 活性 。 同 时 测定 晓 皮 24 h 以 
上 正常 幼虫 体 壁 中 的 PO 活性 。 每 处 理 5 头 幼 虫 ， 
重复 4 次 。 

1.4 酚 氧 化 酶 活性 测定 

采用 酶 标 仪 微 量 法 进行 测定 ( 肖 婷 等 ,2007 ) 。 
预 实验 发 现 , 用 血 淋 巴 作 PO 来 源 时 , 200 uL 的 测 
活体 系 中 包含 20 uL 酶 液 即 有 很 好 的 效果 , XN 
度 太 高 则 所 得 反应 曲线 不 呈 线 性 关系 ;用 表皮 作 PO 
来 源 时 , 采用 300 pL 测 活 体系 ,其 中 含 200 uL 酶 
液 较为 适宜 , 知 酶 液 太 少 则 在 加 入 底 物 时 容易 出 现 
ZEULE, 影响 测定 的 准确 性 。 

蛋 日 质 含量 的 测定 采用 6-250 考 马 斯 亮 蓝 法 
(Bradford, 1976) 。 酶 活力 单位 采用 比 活力 表示 ， 
定义 为 每 训 克 蛋白 每 20 s 光 密 度 增 加 0. 0001 为 1 
个 比 活 力 单位 。 

1.5 K, 值 测定 

以 L-DOPA 为 底 物 , 测定 在 不 同 底 物 浓度 下 反 
应 初速 率 , 用 双 倒 数 作 图 法 (Lineweaver-Burk 作 图 ) 
绘图 ,并 求 出 米 氏 常数 (K。) 。 根 据 预 实验 的 结 采 ， 
测定 血 淋 巴 PO K, 时 底 物 的 终 浓度 设置 为 0.2， 
0.4, 0.8, 1.6 和 3.2 mmol/L, 测定 体 壁 PO K, 时 
底 物 的 终 浓 度 设 置 为 0. 667, 1. 33, 2, 2. 667 
和 和 3. 33 mmol/L, 

1.6 ”数据 统计 与 分 析 

实验 数据 用 SPSS 软件 进行 单 因 素 方 差分 析 ， 
计算 标准 误 (standard error, SE) 后 , 在 图 中 以 平均 
E € SE 来 表示 实验 数据 ,显著 水 平 P< 0.05, 


2 结果 与 分 析 


2.1 黄粉 虫 表皮 硬化 过 程 中 血 淋 巴 PO 活性 变化 
规律 

黄粉 虫 幼 虫 虹 皮 后 不 同时 间 段 内 的 血 淋 巴 PO 
活性 测定 结果 如 图 1 所 示 。 结 采 显 示 , 4058552834] 
虫 血 淋 巴 中 PO 活性 较 高 , 但 随 着 新 表皮 的 人 硬化 和 
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暗 化 反应 的 进行 , 其 活性 呈现 下 降 趋 势 , 在 3 ~4h 
内 达到 最 低 点 ,而 后 PO 活性 逐渐 上 升 , SER 
7 h 的 活性 上 升 至 最 高 ， 并 接近 于 正常 幼虫 。 根 据 
图 中 数据 进行 多 项 式 曲 线 模拟 , 得 到 方程 为 y = 
12. 228x° - 112. 12x + 355. 111, 相关 系数 民 = 
0.974, 为 一 抛物 线形 式 ， 此 结果 表明 配 氧 化 酶 活 
性 在 昆虫 表皮 的 硬化 过 程 中 有 和 较 大 波动 。 
2.2 黄粉 虫 幼 虫 表 皮 硬 化 过 程 中 体 壁 PO 活性 
变化 

黄粉 虫 幼 虫 赔 皮 后 不 同时 间 段 内 的 体 壁 PO 相 
对 活性 变化 如 图 2 所 示 。 在 刚 锐 完 皮 后 的 1 内， 
被 测定 试 虫 的 PO 活性 基本 未 发 生变 化 , 但 随后 即 
开始 下 降 , 至 3 h 左右 酶 活性 降 至 最 低 点 , 然后 开 
WE, 6 ~ 7 h 左右 恢复 到 正常 水 平 ,， 并 趋 于 
多 项 式 曲线 
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Fig. 1 Phenoloxidase activity from the hemolymph of 


Tenebrio molitor larvae at various time after molting 
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图 2 黄粉 虫 幼虫 晓 皮 后 体 壁 酚 氧 化 酶 活性 变化 


Fig. 2 Phenoloxidase activity from the cuticle of 
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Tenebrio molitor larvae at various time after molting 


2.3 血 淋 巴 和 体 壁 酚 氧 化 酶 K,, 值 测定 
根据 在 不 同 底 物 浓度 条 件 下 测定 的 PO 反应 初 
速率 ( 表 1) , 利用 双 倒 数 曲 线 作 图 法 , 求 得 血 淋 巴 


W PO Bj K, 21.176 mmol/L, 体 壁 源 PO 的 K, = 
0.881 mmol/L (图 3), 
3 1 不 同 底 物 浓度 下 血 淋 巴 和 体 壁 PO 反应 初速 率 
Table 1 Original reaction velocity of hemolymph PO and 
cuticle PO with different concentrations of L-DOPA 


反应 初速 率 


组 织 L-DOPA 1& E ( mmol/L) ( AOD/ 20 s) 
mg *20s 


Tissue L-DOPA concentration 
Original reaction velocity 
血 淋 巴 
0.2 0.40.8 1.6 3.2 85 142 246 321 464 
Hemolymph 
体 壁 
0.667 1.33 2.0 2.667 3.33 104 137 170 184 189 
Cuticle 
A 0.014 


y=0.002x+0.0017 
R2—0.9973 
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图 3 黄粉 虫 血 淋巴 源 (A) 和 体 壁 源 (B) 
酚 氧 化 酶 双 倒 数 曲线 图 
Fig. 3  Lineweaver-Burk plot for the determination 
of K, of phenoloxidase from the hemolymph ( A) 


and cuticle ( B) of Tenebrio molitor 


以 上 实验 结果 表明 , 体 壁 源 酚 氧 化 酶 Ka 值 小 
于 血 淋 巴 源 酚 氧 化 酶 K, fH, 根据 Ka 的 定义 可 知 ， 
体 壁 源 酚 氧化 酶 达到 其 最 大 催化 反应 速度 一 半 时 所 
需 的 底 物 浓度 小 于 血 淋 巴 源 酚 氧化 酶 , 表明 体 壁 源 
酚 氧 化 酶 与 底 物 的 亲 合 能 力 大 于 血 淋 巴 源 酚 氧化 酶 
的 亲 合 能 力 。 


3 讨论 


昆虫 体 辟 中 的 酚 氧 化 酶 常 被 认定 为 损伤 性 酚 氧 
化 酶 (injury PO), 该 酶 有 两 种 形式 :颗粒 型 酚 氧 化 
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Hg granular PO) 和 漆 酶 型 酚 氧 化 酶 (laccase-type 
PO) 。 一 般 认 为 ,这 两 种 形式 的 PO 均 以 没有 活性 
的 酶 原形 式 存 在 (Ashida，1990; Barrett, 1991) 4 Bii 
粒 型 PO 与 昆虫 体 表 的 颜色 有 关 ， 而 漆 酶 型 PO 则 
与 昆虫 新 形成 体 壁 的 骨 化 作用 有 关 。 在 黄粉 虫 中 ， 
PO 在 血 淋 巴 和 体 壁 中 都 有 存在 。 

黄粉 虫 幼 虫 在 赔 皮 过 程 结束 以 后 , 随 着 新 表皮 
黑 化 、 硬 化 反应 的 进行 , 其 血 淋 巴 中 的 PO 活性 也 随 
之 发 生 一 系列 的 变化 (图 1) 。 分 析 认 为 ,黄粉 虫 在 
DEEN, 在 表皮 的 黑 化 硬化 反应 尚未 进行 之 
前 , 其 血 淋 巴 中 的 PO 含量 较 高 , 表现 出 来 的 活性 
也 较 高 ;但 随 着 PO 由 血 淋 巴 向 表皮 中 的 转移 ，PO 
含量 则 不 断 下 降 ， 表现 出 来 的 活性 亦 随 之 降低 ;与 
此 同时 , 血细胞 中 不 断 合成 新 的 PO 并 补充 到 血 淋 
EF, 34 PO 的 合成 速率 高 于 其 同体 壁 的 转移 速率 
时 , 则 血 淋 巴 中 的 PO 含量 逐渐 增加 , 活性 再 次 上 
升 , 使 得 血 淋 巴 中 的 PO 活性 变化 以 双 曲 线 的 形式 
出 现 。 

体 壁 中 的 PO 活性 变化 规律 类 似 于 血 淋 巴 , 但 
变化 的 幅度 较 小 (图 2)。 从 实验 结 采 可 知 , Xu m 
赔 皮 刚 结束 以 后 ,其 表皮 中 即 可 检测 到 较 高 的 PO 
活性 , 说 明 PO 在 旷 皮 开始 之 前 , 即 在 新 表皮 开始 
沉积 时 就 已 经 从 血 淋 巴 同 表 皮 中 进行 转运 ,并 贮存 
在 新 的 表皮 层 中 ; 暗 皮 完成 后 , 由 于 空气 大 量 进 入 
昆虫 体内 ,表皮 的 苏 化 和 暗 化 作用 开始 进行 ，PO 
fik 46 SE 1555] Tu mr 468] N-Z Bt Ze BEER ( N- 
acetyldopaquinone) 的 产生 , JF f8 LS EAOERX, 使 
表皮 变 硬 ( 罗 克 斯 坦 , 1978), EEKE LE D 
研究 材料 时 发 现 , 脱 下 的 旷 中 也 可 以 检测 到 PO 活 
性 , 说 明 有 一 部 分 PO 在 表皮 便 化 过 程 中 被 永远 固 
定 在 表皮 中 , 并 在 下 一 次 晓 皮 时 随 晓 一 起 脱 掉 ; 硬 
化 过 程 中 消耗 掉 的 PO 很 快 从 血 淋 巴 中 得 到 补充 ， 
而 其 活性 变化 幅度 较 小 。 

对 两 种 来 源 的 PO 分 别 测 定 天 。 值 (图 3), ZR 
显示 体 壁 PO 的 天。 值 小 于 血 淋 巴 K, 值 , 说 明 两 者 
存在 一 定 的 差别 , 体 壁 源 PO 与 底 物 L-DOPA i335 
合 能 力 高 于 血 淋 巴 源 POS Aso 等 (1985 ) 也 曾 报道 
烟草 天 蛾 Manduca sexta. 体 壁 和 血 淋 巴 中 的 PO ZR 
有 不 同 的 天 。 值 。 分 析出 现 这 种 现象 的 原因 有 两 
种 :一 是 两 种 酶 以 不 同 的 同 工 酶 的 形式 出 现 , 或 不 
同 的 同 工 酶 的 含量 不 一 样 。 在 家 看 Bombyx mori 
中 , 从 体 壁 和 血 淋 巴 中 分 别 纯化 出 PO，, 研究 结果 表 
明 , Æ PO 由 血 淋 巴 向 体 壁 中 转运 的 过 程 中 ,PO 的 
亚 基 即 发 生 了 轻微 的 变化 (Asano and Ashida, 


2001 ) ,这 种 变化 发 生 在 转运 的 过 程 中 ， 而 不 是 发 
生 在 提取 和 纯化 的 过 程 中 。 据 此 , 本 研究 认为 有 可 
能 黄粉 虫 血 淋巴 源 PO 在 同体 壁 的 转运 过 程 中 也 发 
生 了 类 似 的 变化 , 从 而 使 两 种 来 源 的 PO 表现 出 不 
同 的 活性 ;为 一 个 可 能 的 解释 是 在 测定 Ka 值 的 过 
程 中 ,由 于 所 用 的 并 非 纯 度 很 高 的 酶 ，PO EBS 
其 他 杂质 蛋白 形成 了 复合 体 蛋 日 , 或 粗 酶 液 中 存在 
其 他 干扰 因子 从 而 使 得 实验 结果 产生 了 偏差 。 

黄粉 虫 体 壁 和 血 淋 巴 PO 活性 的 差异 与 其 各 自 
的 生理 功能 是 相 统 一 的 。 体 壁 PO 主要 是 参与 表皮 
的 硬化、 上 暗 化 以 及 伤口 的 愈合 , 血 淋 巴 PO 主要 与 昆 
虫 的 免疫 反应 有 关 (Theopold et al., 2002), Eb re 
蜂 皮 后 或 受伤 后 要 求 在 最 短 的 时 间 内 完成 新 表皮 的 
人 鲁 化 或 伤口 的 愈合 ， 因 而 PO 活性 一 下 处 于 高 活性 
状态 , 与 抵 物 的 亲和力 大 ; 血 淋 巴 PO 只 有 在 受到 病 
原 物 侵 染 , 并 通过 PPO 级 联 激活 后 才 表 现 出 较 高 的 
活性 (Ochiai and Ashida, 2000) 。 体 壁 源 PO 与 底 物 
的 亲 和 能 力 高 于 血 淋 巴 源 PO, 亦 应 与 其 各 上 自 的 生 
理 功 能 有 关 。 

由 于 受 实验 手段 的 限制 ,要 完全 阐明 为 什么 体 
壁 源 PO BS K, 值 低 于 血 淋 巴 源 PO, 仍 需要 进一步 
完善 实验 方法 和 手段 ， 从 更 深 的 理论 层次 上 加 以 人 研 
究 。 硅 能 得 到 高 度 纯化 的 酶 源 并 解析 其 三 维 空间 结 
TJ, 无 疑 会 为 本 人 研究 结果 提供 更 为 可 徘 的 理论 
基础 。 
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